Study on determination of chloramphenicol residue in Zhibai Dihuang pills by liquid chromatography tandem mass spectrometry by 黄红萍 & 郑建洪




摘要 目的: 建立高效液相色谱串联质谱技术测定知柏地黄丸中残留氯霉素的含量。方法: 采用高效液相 － 电喷雾 － 串联四
极杆质谱法( HPLC － ESI － － MS － MS) 测定知柏地黄丸中残留氯霉素的含量。选用 Thermo C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) 色谱
柱，流动相为甲醇 － 水( 起始比例为 40∶ 60，梯度洗脱) ，流速为 0. 5 mL·min －1，进样量为 20 μL，定量离子对为 m/z 152( 负离
子) ，监测模式为多重反应监测 ( MＲM) 。结果: 测定的检出限为 0. 2 μg·kg －1，线性范围为 1. 0 ～ 200 ng·mL －1，回收率为
87. 64% ～ 94. 23%，ＲSD 为 1. 7% ～ 13%。结论: 该方法操作简便、灵敏、准确，能够满足残留检测的要求。
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Abstract Objective: To establish a method for determination of chloramphenicol residue in Zhibai Dihuang pills
by high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry． Methods: Chloramphenicol residue in
Zhibai Dihuang pills was determined by high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry． The a-
nalysis was carried on a Thermo C18 column ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) ． The mobile phase was composed of metha-
nol and water ( initial proportion 40∶ 60，gradient) ; the flow rate was 0. 5 mL·min －1 and the injection volume was
20 μL; the quantitation ion was m/z 152 ( the negative ionization) under the mode of multiple reaction monitoring．
Ｒesults: The limit of detection ( LOD) was 0. 2 μg·kg －1 and the linear range was between 1. 0 ng·mL －1 and
200. 0 ng·mL －1，the average recovery of choramphenicol was between 87. 64% and 94. 23% with ＲSD values be-
tween 1. 7% and 13% ． Conclusion: The method is convenient，sensitive and accurate，which meets the require-
ments for residue determination．
Key words: chloramphenicol; liquid chromatography tandem mass spectrometry; molecular imprinting; solid phase
extraction; residue; Zhibai Dihuang pills
蜜丸制剂知柏地黄丸是由知母( 40 g) 、黄柏( 40
g) 、熟地黄( 160 g) 、山茱萸( 80 g) 、牡丹皮( 60 g) 、
山药( 80 g) 、茯苓( 60 g) 、泽泻( 60 g) 八味药，粉碎
成细分，过筛，混匀，每 100 g 粉末加炼蜜 35 g ～ 50 g
与适量的水泛丸，干燥，制成水蜜丸; 或每 100 g 粉
末加炼蜜 80 ～ 110 g 制成大蜜丸或小蜜丸［1］。知柏
地黄丸多用于慢性病的治疗，治疗时间长，用量大。





















Agilent 1260 高效液相色谱仪; Agilent 6320 Tri-
ple LC /MS 四极杆质谱仪; Thermo C18 ( 250 mm ×4. 6
mm，5 μm) 高效液相色谱柱; 氯霉素分子印迹聚合
物微球固相萃取小柱( 500 mg，3 mL) ( 上海捷门保
林迈生物工程有限公司) 。
氯霉素对照品 ( ( 批号: 130303 － 200614，纯度




一部( 2005 版) 知柏地黄丸的处方与制法。取知母
( 4 g) ，黄柏 ( 4 g) ，熟地黄 ( 16 g) ，山茱萸 ( 制) ( 8
g) ，牡丹皮 ( 6 g) ，山药 ( 8 g) ，茯苓 ( 6 g) ，泽泻 ( 6




液: 称取磷酸氢二钠 0. 234 g，加水 500 mL 溶解，用
磷酸调 pH 至 3. 4，混匀。将所得磷酸盐缓冲溶液与
乙腈以 3∶ 7 的比例混合即得。
2 色谱条件
2. 1 液相色谱条件 色谱柱: Thermo C18 ( 250 mm ×
4. 6 mm，5 μm) ; 流动相: 水和甲醇进行梯度洗脱
( 0 ～ 5 min 40%甲醇，20 ～ 27 min 80% 甲醇，30 ～ 35
min 40% 甲醇) ; 流速: 0. 5 mL·min －1 ; 检测波长:
278 nm; 柱温: 45 ℃ ; 进样量: 20 μL; 信号采集时间:
35 min。
2. 2 质谱条件 离子源: 电喷雾离子源 ( ESI) ; 检
测方式: 多重反应监测( MＲM) 模式; 扫描方式: 负离
子扫描; 雾化气压力: 0. 3 MPa; 干燥气流速: 8 L·
mL －1 ; 干燥气温度: 350 ℃ ; 碎裂电压: 103 V; 碰撞气
为氮气; 定性离子对: 320. 6 /152，320. 6 /194，320. 6 /
257、定量离子对: 320. 6 /152。
3 溶液的制备
3. 1 对照品溶液 精密称取氯霉素对照品 25 mg，
用甲醇溶解并定容至 25 mL，得到 1. 005 mg·mL －1
对照 品 储 备 液。取 适 量 稀 释 成 浓 度 为 10. 05、
20. 10、40. 20、100. 5、201. 0 ng·mL －1的氯霉素对照
品溶液。
3. 2 供试品溶液
3. 2. 1 提取 称取知柏地黄丸样品 4. 0 g，置三角
烧瓶中，加 20%甲醇 40 mL，超声( 功率 250 W，频率
为 20 kHz) 处理 10 min，使蜜丸溶散。溶液过滤，取
续滤液 20 mL 置分液漏斗中，加入正己烷 20 mL，振
摇，静置分层后，弃去正己烷层，重复 1 次。加入乙
酸乙酯 40 mL，振摇，静置分层后，收集乙酸乙酯层，
重复提取 1 次，合并乙酸乙酯层。加 2. 5% 氨水溶
液 20 mL 到乙酸乙酯层，振摇，分层后弃去氨水层，
重复上述步骤 1 次。收集乙酸乙酯层，置水浴蒸干，
用 0. 05 moL·L －1 磷酸钠缓冲溶液 5 mL 溶解并
定容。
3. 2. 2 净化 将“2. 3. 1”项得到的溶液加到活化
过的分子印迹小柱上 ( 预先用甲醇 6 mL 和 0. 05
moL·L －1磷酸钠缓冲液 3 mL 活化分子印迹小柱) ，
依次用水 1 mL、0. 25% 氨水溶液 4 mL、30% 甲醇溶
液 4 mL、水 1 mL 淋洗。淋洗完之后，柱子抽真空 2
min，抽干柱子中残留的水分，再用二氯甲烷 10 mL
洗脱。收集洗脱液，置 30 ℃ 旋转蒸发仪中浓缩至
干，用甲醇 1 mL 定容，备用。
4 方法与结果
4. 1 系统适应性考察 按“2. 1”液相色谱条件实
验，在供试品溶液高效液相色谱图( 图 1 － B) 中，与




的阴性样品溶液高效液相色谱图( 图 1 － C) 中，在与




达到 很 好 的 分 离。理 论 塔 板 数 以 氯 霉 素 峰 计 为
17000，与相邻色谱峰分离度大于 1. 5。
4. 2 液质联用结果图
4. 3 标准曲线的绘制 取浓度为 10. 05、20. 10、




Y = 404. 5X + 290. 5 r = 0. 9985
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图 1 高效液相色谱图
Fig 1 HPLC chromatograms
A． 氯霉素对照品( reference substance of chloramphenicol) B． 知柏地
黄丸样品( samples of Zhibai Dihuang pills) C． 知柏地黄丸阴性样品
( samples of ZhiBai DiHuang pills in blank)
氯霉素线性范围为 0 ～ 201. 0 ng·mL －1。说明氯霉
素在该浓度范围内具有良好的线性关系。
4. 4 精密度试验 取浓度为 100. 5 ng·mL －1的对
照品溶液 20 μL，连续进样 6 次，按“2”项下色谱质
谱条件测定，记录峰面积，计算 ＲSD 为 1. 4%，表明
仪器精密度较好。
4. 5 重复性试验 称取 8#知柏地黄丸样品 4. 0 g，
共 6 份，进行提取和处理，按“2”项下色谱质谱条件
分析测定，计算，结果知柏地黄丸中的氯霉素平均测
定量为 10. 39 μg·kg －1，ＲSD( n = 6 ) 为 1. 16%，表
明重复性较好。
4. 6 准确度试验 称取空白知柏地黄丸样品 4. 0
g，置三角烧瓶中，分别添加 1 ng·mL －1的对照品溶
液 1. 2 mL，添加 20 ng·mL －1 的对照品溶液 0. 20






Fig 2 MＲM chromatograms
a． 氯霉素对照品 320. 6 /152( reference substance of chloramphenicol in 320. 6 /152 ) b． 氯霉素对照品 320. 6 /194 ( reference substance of chloram-
phenicol in 320. 6 /194) c． 氯霉素对照品 320. 6 /257( reference substance of chloramphenicol in 320. 6 /257)
A． 知柏地黄丸样品 320. 6 /152( samples of Zhibai Dihuang pills in 320. 6 /152) B． 知柏地黄丸样品 320. 6 /194 ( samples of Zhibai Dihuang pills in
320. 6 /194) C． 知柏地黄丸样品 320. 6 /257( samples of Zhibai Dihuang pills in 320. 6 /257)
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表 1 氯霉素的准确度




实际测定值( found) /μg·kg － 1 回收率 ( recovery) /%









0. 3 0. 2949 0. 2401 0. 3131 98. 30 80. 03 104. 3 1. 1308 94. 2 13
1. 0 0. 9374 0. 9078 0. 9158 93. 74 90. 77 91. 58 3. 6812 92. 0 1. 7
5. 0 4. 704 4. 290 4. 153 94. 08 85. 80 83. 05 17. 529 87. 6 6. 6
4. 7 定量限及检出限的测定
取空白知柏地黄丸样品 4. 0 g 于三角烧瓶中，
添加 1 ng·mL －1的对照品溶液 1. 2 mL，放置一段时
间，即添加量为 0. 3 μg·kg －1，按照“3”项下条件提
取和处理，按“2”项下色谱质谱条件进行测定，测其
噪音值。按照信噪比 S /N = 3 确定检出限，结果表
明该方法测定氯霉素的检出限为 0. 2 μg·kg －1。
取空白样品 4. 0 g 于三角烧瓶中，添加 20 ng·
mL －1的对照品溶液 0. 20 mL，放置一段时间，即添加
量为 1. 0 μg·kg －1，按照“3”项下条件提取和处理，
按“2”项下色谱质谱条件进行测定，测其噪音值。
按照信噪比 S /N = 10 确定定量限，定量限为 1. 0
μg·kg －1。
4. 8 稳定性试验 取“4. 5”项下 I 号样品作为稳定
性试验的检测样品，分别在第 0、2、4、16、24、48 h 后
测定 1 次，结果氯霉素峰面积的平均值为 11804，
ＲSD( n = 6) 为 0. 47%，表明供试品溶液至少在 48 h
内稳定。
4. 9 样品测定称取知柏地黄丸样品 4. 0 g，共 10
份，编号。进行提取和处理，按照“2”项的色谱质谱
条件进行分析测定，计算，知柏地黄丸中的氯霉素测
定量结 果 分 别 为: 1 #、9 #、10 #未 检 出，2 #为 5. 74
μg·kg －1，3 #为 4. 55 μg· kg －1，4 #为 3. 68 μg·
kg －1，5#为 9. 22 μg·kg －1，6#为 13. 2 μg·kg －1，7#
为 6. 63 μg·kg －1，8#为 10. 4 μg·kg －1。
5 讨论
5. 1 提取条件的选择 氯霉素属于弱极性物质，易
溶于甲醇、乙腈等有机溶剂，本文采用乙酸乙酯作为
提取溶液。由于知柏地黄丸组分十分复杂，且是蜜












图 3 用 C18 固相萃取柱 ( a ) 和分子印迹固相萃取柱 ( b ) 处理的
HPLC 图
Fig 3 HPLC chromatograms using C18 solid phase ( a) and molecularly
imprinted solid phase ( b)
分子印迹固相萃取柱可以对氯霉素进行选择性
吸附。将提取好的溶液进样至已预处理( 预先用甲
醇 6 mL 和 0. 05 moL·L －1 磷酸钠缓冲液 3 mL 活
化) 的分子印迹固相萃取柱上，依次加入水 1 mL、
0. 25%氨水溶液 4 mL、30%甲醇溶液 4 mL、水 1 mL
淋洗。收集淋洗液，未发现氯霉素。尝试选择不同
比例的甲醇 － 乙酸，二氯甲烷 － 甲醇，二氯甲烷 － 乙
醚为洗脱液，最后发现二氯甲烷 － 甲醇( 9 ∶ 1 ) 洗脱
最完全，结果最理想。又因采用纯二氯甲烷作为洗
脱液时得到的氯霉素含量与二氯甲烷 － 甲醇( 9∶ 1)
洗脱得到的含量相当，为使实验简化，选择二氯甲烷
作为洗脱液。
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选择上，分别选取 25、30、35、40、45、50 ℃ 这 6 个温















此建立了 LC － MS /MS 法检测知柏地黄丸中残留的
氯霉素。该方法检出限为 0. 2 μg·kg －1，定量限为
1. 0 μg·kg －1，操作简便、灵敏、准确，为蜜丸制剂类
药品的质量控制提供参考。
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